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Abstrakt

Cilem této studie je zjistit toxické ucinky syntetického barviva Disperse blue 3 a jeho
biodegradac¢nich produktii testem inhibice rustu kofene na semenech Sinapis alba. Inhibice rustu kofene
Sinapis alba je vyhodnocovana po 72 hodinach inkubace v termostatu. Pomoci koncentraénich fad je
stanoven inhibi¢ni Géinek vzorku jako hodnota IC50. Biodegradace je provadéna v rota¢nim diskovém
bioreaktoru pomoci ligninolytické houby rodu Pleurotus ostreatus. U vzorku meziproduktu byla
pozorovana mirn¢ vy§si toxicita nez u biodegradace houbou Irpex lacteus.
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Uvod

Rocn€¢ se vyrobi a spotiebuje velké mnozstvi syntetickych barviv v nejriiznéjSich
prumyslovych odvétvich. Barviva jsou vypousténa do zZivotniho prostfedi spolecné s odpadnimi
vodami, cozZ zpiisobuje vazné problémy v Zivotnim prostiedi, nebot’ tyto latky pisobi toxicky a
mnohé jsou dokonce karcinogenni. Navic, odpadni vody ustici do povrchovych vod vyuzivanych
k zavlazovani mohou pusobit skodlivé na pidu, zvySovat koncentraci N, P, K a Na, v dasledku
toho ménit hodnotu pH. RovnéZz miize dochazet ke kontaminaci podzemnich vod [1.].

Barviva a jiné sloucCeniny jsou béznymi metodami pouzivanymi v odpadnich cistirnach
obtizn¢ biologicky rozlozitelné [3]. Syntetickd barviva jsou navrzena tak, aby byla odolnd vici
svétlu, pusobeni vody a oxidacnich ¢inidel, proto napiiklad zpracovani odpadnich vod pomoci
aktivovan¢ho kalu zde nepfichazi v uvahu [1]. Keliminaci barviv lze vyuzit fyzikdlni a
chemické postupy napft. adsorpce, koncentrace, chemicka transformace a spalovéani. Tyto metody
maji vSak sva omezeni, jako jsou vysoké provozni naklady, velké mnozstvi kall, které v pribéhu
téchto procesi vznikaji a v nékterych ptipadech mohou vznikat i nebezpecné vedlejsi produkty
[2]. Z toho diivodu se hledaji jiné alternativy degradace. Do popiedi se dostavaji biotechnologie
vyuzivajici nejriznéjsi organismy k biologickému rozkladu.

Bylo prokazano, ze houby bilé hniloby maji schopnost degradovat Sirokou skupinu obtizné
rozlozitelnych latek. Tyto houby produkuji fadu extracelularnich enzymua jako naptiklad
ligninperoxidasu, mangan-dependentni peroxidasu, lakasu a dalsi, ¢cimz dokdze degradovat a
mineralizovat naptiklad pesticidy, polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky,
synteticka barviva a syntetické polymery [4].

Cilem této prace je sledovani ucinnosti biodegradace syntetického barviva Disperse blue 3

(DB3) pomoci ligninolytické houby rodu Pleurotus ostreatus vyuzitim testu toxicity na Sinapis
alba.

Material a metody
Pouzity organismus

Sinapis alba (Hofic¢ice bila) patii do ¢eledi brukvovitych. Je to jednoletd bylina, v padé
setrvava tenkym kotinkem, dortstd vySky az 1,2m, ma vyrazné zluté oboupohlavné kvéty a



péstuje se predevSim pro semeno, které se pouzivd v potravinaiském primyslu. Semeno je
pomérné velké 1,5 az 4 mm, je okrove zluté nebo bilo-zluté a kulovitého tvaru [5].

Test na semenech hoicice bilé se vyuziva ke stanoveni toxického ucinku latek obsazenych
v odpadnich vodach nebo ve vodném vyluhu z tuhych odpadi, kdy se pozoruje kli¢ivost semen a
rust kofene v pocatecnich stadiich vyvoje rostlin [6].

Chemikalie

Testovano bylo syntetické barvivo Disperse blue 3 (Obr. 1.), které je hojné vyuzivano
k barveni syntetickych vlaken a hmot typt nylond, silont, polyesterti, acetatii, ale také naptiklad
k barveni koZeSin.

K fedéni se pouziva fedici voda piipravena podle pozadavktt CSN EN ISO 746-2 a CSN
EN ISO 6341 (Tab. 1.).

Tabulka 1. Slozeni fedici vody

o HN-CHe Zasobni roztok | Chemikalie | Koncentrace v g/l
| CaCl,.2H,0 117,6
O‘O 11 MgS04.7H,0 49,3
IO I NaHCOs3 25,9
1 v KCl 2,3

OH
Obrazek 1. Strukturni vzorec Disperse blue 3

Test toxicity na semenech Sinapis alba

Test byl proveden podle Metodického pokynu odboru odpadu [6]. Semena Sinapis alba se
nechala den doptedu piredkli¢it. Ze zasobnich roztokl a destilované vody byla ptipravena fedici
voda, ktera se nechala 24 hod sytit vzdusnym kyslikem a potom bylo zkontrolovano pH, které by
mélo byt 7,8 + 0,2. Pfipadna Gprava se provadi roztoky 1M NaOH nebo 1M HCI. Test probiha na
Petriho miskéch, kdy se na dno kazdé misky vlozi 1 vrstva filtratniho papiru, na ktery se nanasi
cca 5Sml testovaného roztoku. Na zvlhceny filtra¢ni papir se pinzetou umisti 30 semen, misky se
uzaviou vickem a ulozi do termostatu pfi teploté 20 & 2°C bez ptistupu svétla na dobu 72 hod.

K vyhodnoceni testu se ptistupuje po 72 hodinéach, kdy se kazdy vysledek zaznamenal na
fotoaparat a pak byly proméieny délky vSech kotfenli semen v programu Image Tool. Neméii se
hypokotyl, ale pouze koten, ktery je opatfen drobnym vlaSenim, na rostliné¢ dobie
pozorovatelnym. Ze ziskanych udaji byla vypoctena inhibice rastu kofentt v % v dané
koncentraci oproti kontrole.

Vzorec pro vypocet % inhibice rlstu kofene v testované latce oproti kontrole:

Lc-L,
Ii=— 100

Lc

I; — inhibice ristu kotfene v % v dané koncentraci, je-li <0, jedna se o stimulaci ristu
L.— primérna délka kofene v kontrole (mm)
L, — primérna délka kotfene v testované koncentraci (mm)

Koncentrace, pfi které dosSlo k inhibici rastu, se vyjadii v logaritmickych hodnotach a
vynese se do grafu, kde nezavisle proménnou je logaritmus koncentrace (osa X) a zavisle
proménnou % inhibice (osa y). Body se proloZi ptimka a z priseciku se soufadnici inhibice 50 %



se spusti kolmice na osu x, odeCte se hodnota log c. Naslednym odlogaritmovanim ziskame
hledanou koncentraci IC50.

V této studii byl testovan vzorek meziproduktu syntetického barviva Disperse blue 3
odebran¢ho z bioreaktoru v prib¢hu biodegradace. Ze vzorku a fedici vody byla ptipravena

koncentracni tfada: 10%, 25%, 50%, 75%, a 90%. Jako kontrola slouzila fedici voda bez
pritomnosti testované latky. Kazdéa koncentrace byla provedena ve dvou paralelnich stanovenich.

Vysledky a diskuse

Disperse blue 3 zpisobuje 50% inhibici ristu kotene Sinapis alba pti koncentraci 425,314
mg/l. Do bioreaktoru je barvivo aplikovano v koncentraci 150 mg/l, pti které¢ vyvolava 20%
inhibici ristu kofene. Vzorek meziproduktu odebrany z bioreaktoru v pribéhu biodegradace
houbou Pleurotus ostreatus zpusoboval 59% inhibici rastu kotene (Tab. 2, Graf 1). Na zaklad¢
téchto vysledkt Ize konstatovat, Ze vzorek meziproduktu vykazoval vyssi akutni toxicitu nez na
vstupu do bioreaktoru. Tento efekt byl rovné€z pozorovan pti biodegradaci barviva Diperze blue 3
houbou Irpex lacteus, kdy pii nejvyssi koncentraci byla inhibice rlstu kotene Sinapis alba 48%

[7].

Tabulka 2. Hodnoty inhibice riistu kotene Sinapis alba u meziproduktu Disperze blue 3

Koncentrace kontrola 10% 25% 50% 75% 90%
Zdél[e;‘l;‘l‘]’fe“ﬁ 843,5 | 683 | 4005 | 515,5 | 417,5 | 452 | 357 | 512 | 380 | 396,5 | 303 | 328,5
0 25,4 15,3 14,5 14,5 13 10,5
1% 0 39.8 43 43 49 59

Inhibice ristu kofene Sinapis alba
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60 4 v=15627x + 22,006
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Graf 1. Inhibice ristu kotene Sinapis alba u meziproduktu Disperse blue 3

Platnost testu je splnéna, pokud je klicivost semen v kontrole miniméaln€ 90%. Tomu jsme
napomohli predklicenim semen, nebot’ se tim vyloucila semena, ktera ztratila svou schopnost
kli¢it nebo jsou jiz stard. I piesto semena, kterd vyklicila, ale nevytvofila kofen, jsou pocitana
jako nulova. V naSem testu byly veskeré podminky splnény.

Konecny produkt z bioreaktoru zatim nebyl testovan, lze vSak piedpokladat na zakladé
vysledki testil biodegradace DB3 pomoci houby Irpex lacteus, postupny pokles toxickych ucinki.
Biodegradace barviva pomoci ligninolytick¢ houby Pleurotus ostreatus probihala rychleji nez
v predchozich experimentech za pouziti houby rodu Irpex lacteus [7].




Zavér

Provedenou biodegradaci pomoci ligninolytické houby Pleurotus ostreatus doSlo u
odebran¢ho vzorku meziproduktu Disperse blue 3 ke zvySeni toxicity oproti vstupni koncentraci
barviva (150 mg/l), coz bylo ovéfovano testem na semenech Sinapis alba. Podobné vysledky
vykazoval meziprodukt pti pouziti houby rodu Irpex lacteus.

Dalsimi kroky v tomto experimentu bude hodnoceni kone¢ného produktu z reaktoru po
biodegradaci DB3 houbou Pleurotus ostreatus. Déle se ptredpoklada provedeni testu akutni
toxicity vzorki pomoci mikrobiotestu Phytotoxkit jak na semenech Sinapis alba, tak na dalSich
typech semen doporucenych pro tento typ testu a také provedeni kontaktniho testu toxicity na
chvostoskocich a tim ovéfeni citlivosti tohoto organismu.
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Abstract

The aim of this study is to determine the toxic effects of synthetic colors Disperse Blue 3 and its
biodegradation products of root growth inhibition test on Sinapis alba seeds. Inhibition of growth of
Sinapis alba root is evaluated after 72 hours of incubation in the thermostat. With the concentration series
is set inhibitory effect of sample as the IC50 value. Biodegradation is performed in a rotating disk
bioreactor using ligninolytic mushrooms of the genus Pleurotus ostreatus. The intermediate sample was
observed slightly higher toxicity than biodegradation by the fungus Irpex lacteus.



